This Page Is Inserted by 1FW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document ate accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE GOPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND 




o 
a. 

CO 



CM | 



Prioritatsbescheinigung uber die Einreichung 
einer Patentanmeldung 



Aktenzeichen: 

Anmeldetag: 

Anmelder/lnhaber: 

Bezeichnung: 



100 01 529.8 
15. Januar2000 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH, 
Mannheim/DE 

Stabilisierte Coenzym-Ldsungen unci 
deren Verwendung zur Bestimmung von 
Dehydrogenasen bzw. deren Substrate 



IPC: 



C 12 Q 1/32 



Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ur- 
spriinglichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 



Munchen, den 09. November 2000 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 

Auftrag 





We/hmofyf 



Roche Diagnostics GmbH 



5228/00/DE 



Stabilisierte Coenzym-Losungen und deren Verwendung zur Bestimmung von Dehydrogena^- 
sen bzw. deren Substrate 



Die Erfindung betrifft stabilisierte wafirige Losungen eines Coenzyms fur wasserstoffiibertragen- 
de Enzyme sowie deren Verwendung zur Bestimmung eines entsprechenden Analyten (Sub- 
strates) in reduzierter Form oder der Enzymaktivitat einer entsprechenden Dehydrogenase. Die 
stabilisierte Losung enthalt eine organische Verbindung bzw. entsprechende Salze mit einem 
pKa-Wert zwischen 1,5 und 6,0 und/oder ein Hydroxylaminderivat. 

Die Bestimmung von Enzymaktivitalen (od. Substratkonzentrationen), insbesondere in Blut- 
Serum oder -Plasma, spielt eine wichtige Rolle in der klinisch chemischen Diagnostic Haufig 
werden dazu Testverfahren verwendet, die auf der Reduktion von Nicotinamid-adenin-di- 
nudeotid ("NAD") bzw. Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat ("NADP") und der pho- 
tometrischen Erfassung der dabei erfolgenden Anderung des Absorptionsverhaltens im ultra- 
violetten Wellenlangenbereich {\=334> 340 oder 365 nm) beruhen. Bei der Wahl geeigneter Test- 
bedingungen ist diese Anderung linear proportional zu der zu bestimmenden Enzymaktivitat 
(bzw. Substratkonzentration). 

Zur Bestimmung der Enzymaktivitat von beispielsweise Lactatdehydrogenase (LDH, 
E.C.I. 1.1.27) wird heute allgemein das in Eur. J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 31, 897 (1994) und 
Eur. J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 32, 639 (1994) beschriebene Verfahren empfohlen. Das Test- 
prinzip sieht die Oxidation von Lactat zu Pyruvat unter gleichzeitiger Reduktion eines Coenzyms 
wie NAD oder NADP zu NADH bzw. NADPH vor. Eine solche - wie hier beispielsweise von 
LDH katalysierte - Umsetzung findel im alkalischen Medium (pH 9,4) statt. Diese Instabilitat 
aufiert sich in einem verhaltnismafiig raschen Extinktionsanstieg (dem sog. Reagenzleerwert) im, 
die Messung betreffenden Wellenlangenbereich, so dafi bereits nach kurzer Zeit (3 Monate) auch 
bei Kuhllagerung (2° bis 8°C) die Reagenzkombination unbrauchbar wird. Dieses Problem stellt 
sich im besonderen Mafie fur die Herstellung gebrauchsfertiger, langzeitstabiler Flussigreagen- 
zien, die dem Anwender eine moglichst einfache und sichere Durchfuhrung von Analysen in der 
taglichen Routine ermoglichen sollen. 
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Ein Verfahren zur Stabilisierung von wafirigen Coenzymen unter Verwendung von Chelatbild- 
nern und Aziden ist aus JP 84/82398 bekannt. Nachteilig an diesem Verfahren ist jedoch, dafi der 
Zusatz von Azid erforderlich ist, da Azid zum einen heute als Cancerogen eingestuft ist und zu- 
dem auf viele Enzyme eine inhibierende Wirkung hat. 

Femer ist bekannt, Coenzmlosungen durch den Zusatz von Schwermetallsalzen, beispielsweise in 
Form von Kupfer (Il)-Ionen, zu stabilisieren und dadurch einen Anstieg des Reagenzienleerwer- 
tes zu unterbinden (DE 195 43 493 bzw. EP 0 804 610). Bei langerer Lagerzeit bzw. bei hoheren 
Lagertemperaturen (bereits ab 10°C) konnen jedoch Abbauprodukte gebildet werden, die das zu 
bestimmende Dehydrogenase-Enzym inhibieren und somit zu niedrige Mefiwerte bewirken. Ein 
iiber einen langeren Zeitraum (3 und mehr Monate) stabilisierbares Reagenz mit gleichblei- 
bender Qualitat, wodurch unter anderem wiederholte Kalibrierungen vermieden werden kon- 
nen, steht derzeit nicht zur Verfiigung. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein verbessertes ein Coenzym fur 
wasserstoffubertragende Enzyme aufweisendes, stabiles Flussigreagenz, welches zur Bestimmung 
von Dehydrogenase-Aktivitat bzw. entsprechender Substrate geeignet ist, zur Verfiigung zu stel- 
len. 




Die Aufgabe wird gelost durch eine wafirige Losung, welche ein Coenzym fur wasserstoffubertra- 
gende Enzyme, wie beispielsweise NAD, NADP oder ein entsprechendes Derivat, in oxidierter 
oder auch reduzierter Form (sogenannte regenerierende Systeme) sowie eine oder mehrere or- 
ganische Verbindungen bzw. davon abgeleitete Salze mit einem pKa-Wert zwischen 1,5 und 6,0 
und/oder eine Stickstoffverbindung der allgemeinen Formel (I) 
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R'-O-N 7 (I) 
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wobei die Reste R 1 , R 2 und R 3 , gleich oder verschieden voneinander sind, und Wasserstoff, eine 
gesattigte oder ungesattigte Alkyl- oder Arylgruppe bedeuten, enthalt. Als Alkylgruppen sind ins- 
besondere solche Reste geeignet, die ein bis zehn Kohlenstoffatome aufWeisen. Die Alkylgruppen 
konnen daruber hinaus geradkettig oder verzweigt sein. Als Arylgruppen kommen erfindungsge- 
mafi substituierte oder unsubstituierte, gegebenenfaUs uber eine Alkenylgruppe, welche ein bis 8 
Kohlenstoffatome aufweisen kann, gebundene, Phenylgruppen in Betracht. Insbesondere haben 



sich Stickstoffverbindungen der genannten allgemeinen Formel (I), d.h. insbesondere Hydroxyi- 
aminderivate wie Hydroxylamin, O- oder N-Alkylhydroxylamin mit einem bis sechs Kohlenstoff- 
atomen oder O-Benzylhydroxylamin und davon abgeleitete Sake, wie z. B. Sulfate, Phosphate, 
oder Ammoniumsalze, erfindungsgemafi als geeignet erwiesen. Entsprechende Hydroxylamin- 
derivate zeichnen sich zudem iiber eine komplexierende Wirkung gegeniiber den Abbaupro- 
dukten des Coenzyms aus. 

Die Stabilitat der Losungen kann zudem weiter verbessert werden, wenn zusatzlich ein Komplex- 
bildner, d.h. ein Ligand, welcher zwei oder mehr Koordinationsstellen aufweist, in der Losung 
enthalten ist. Es haben sich hier sowohl zweizahnige Liganden, wie z.B. Ethyiendiamin und vier- 
bzw. mehrzahnige Liganden, wie Ethylendiamin-N, N, N, N-tertraessigsaure (EDTA) bzw. ent- 
sprechende Salze, insbesondere das Dinatriumsalz, Kronenether oder Kryptanden als vorteilhaft 
erwiesen. Dies entspricht einer Konzentration des Komplexbildners von ungefahr 0,5 bis 30 mM, 
vorzugsweise von 1,0 bis 5,0 mM. 

Erfindungsgemafi zuzusetzende organische Verbindungen bzw. davon abgeleitete Salze mit 
einem pKa-Wert zwischen ca. 1,5 und 6,0 sind insbesondere solche organischen Sauren, die iiber 
eine komplexierende Wirkung verfugen und eine puffernde Wirkung im pH-Bereich von 1,0 bis 
7,0 aufweisen, wie beispielsweise Citronensaure und davon abgeleitete wasserlosliche Salze. 

Die Konzentrationen der erfindungsgemafi zuzusetzenden organischen Verbindungen, Salze 
oder Hydroxylaminderivate konnen in weiten Grenzen, d.h. zwischen ca. 0,001 und 1,0 M variie- 
ren. Als besonders geeignet haben sich fur Citronensaure bzw. Citrat eine Konzentration von ca. 
5 bis 200 mM erwiesen. In zahlreichen Fallen fuhrten bereits ca. 50 mM Citronensaure bzw. Ci- 
trat zu dem gewiinschten Effekt. Der bevorzugte Konzentrationsbereich fur das erfindungsgemafi 
zusatzlich zu oder in Abwesenheit einer organischen Verbindung mit entsprechendem pKa-Wert 
zuzusetzende Hydroxylaminderivat liegt zwischen etwa 2 und 300 mM. Der pH-Wert der stabi- 
lisierten wafirigen Losung kann zwischen 1,0 und 7,0 betragen, wobei sich ein pH-Wert zwischen 
ca. 2,0 und 4,0 bzw. von ca. 3,0 als besonders vorteilhaft erwiesen hat. 

Als besonders vorteilhaft hat sich daruber hinaus erwiesen, wenn ein Hydroxylaminderivat und 
gegebenenfalls zusatzlich ein Citratsalz in dem NAD bzw. NADP haltigen Reagenz enthalten sind, 
und gegebenenfalls in einem weiteren fur die Bestimmung entsprechender wasserstoffubertra- 
gender Analyten erforderlichen Reagenz, welches insbesondere fur die Bestimmung erforderliche 
Puffer, wie z. B. N-Methylglucamin (MEG), Substrate und gegebenenfalls weitere Hilfsstoffe ent- 



halt, zusatzlich Borsaure bzw. ein Boratsalz enthalten ist. Auch fur diese besondere Ausfiihrungs- 
form gelten die oben angefuhrten Konzentrationsangaben. Dariiber hinaus haben sich ca. 20 bis 
200 mM fur Citrat bzw. Citronensaure und ca. 10 bis 150 mM fur das jeweilige Hydroxylamin- 
derivat als besonders vorteilhaft erwiesen. Fiir das vorzugsweise der nicht NAD/NADP haltigen 
Substratlosung (sogenanntes Reagenz 1) zuzusetzende Borsaurederivat hat sich ein Konzen- 
trationsbereich von ca. 50 bis 200 mM als besonders geeignet erwiesen. 

Als Puffer sind prinzipiell solche Substanzen fur das substrathaltige Reagenz geeignet, die eine 
gute Pufferkapazitat zwischen ca. pH 8,5 und 10,0 aufweisen, wie beispielsweise die sogenannten 
Good-Puffer (Tricine, Bicine, TAPS, AMPSO, CHES, CAPSO, AMP, CAPS), Carbonate von 
Alkalimetallionen, MEG, TRIS sowie Phosphatpuffer. Auch Mischungen der genannten Puf- 
fersubstanzen haben sich fur die erfindungsgemafie Losung als geeignet erwiesen. Ferner hat sich 
als vorteilhaft erwiesen, wenn die Pufferkonzentration zwischen ca. 10 und 1000 mM, bevorzugt 
zwischen 200 und 600 mM betragt. In der alkalischen Pufferlosung (Reagenz 1), die den Arbeits- 
pH-Wert mafigeblich bestimmt, hat sich zudem der Zusatz von Borsaure bzw. deren loslichen 
Salze und Derivate als vorteilhaft erwiesen. Die Konzentration entsprechender Borsaurekom- 
ponenten liegt bevorzugt zwischen etwa 50 und 200 mM, besonders bevorzugt bei etwa 100 m. 

Als Coenzyme im Sinne der vorliegenden Erfindung kommen insbesondere NAD bzw. NADP, 
aber auch modifizierte Coenzyme, wie beispielsweise thioNAD(P) oder NHxDP (=Nicotinamid- 
hypoxanthin-dinukleotidphosphat) in Betracht. Die Coenzyme konnen in einer Konzentration 
von ungefahr 1,0 bis 100 mM in der Reaktionsklivette vorliegen, bevorzugt ist hier ein Bereich 
von 5,0 bis 15,0 mM. 

Die erfindungsgemafien stabilisierten Coenzym-Losungen, werden bevorzugt in Form von 
wafirigen Losungen verwendet. Das gebrauchsfertige Reagenz ist dariiber hinaus aber auch als 
Granulat, Pulvermischung sowie als Lyophilisat uber einen weiten Zeitraum hin stabil. So 
konnten bei Temperaturen von 2° bis 8°C innerhalb von 15 Monaten keinerlei Zersetzungser- 
scheinungen des Reagenzes festgestellt werden. Unter Belastung, d.h. bei einer Temperatur von 
ca. 35°C fur 2 Wochen oder der Behandlung bei ca. 42°C fiir funf Tage konnte gezeigt werden, 
dafi die Losung mit einem oder mehreren erfindungsgemafien Zusatzen qualitativ unverandert, 
d.h. stabil bleibt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist, ein Verfahren zur Bestimmung eines wasserstoff- 
iibertragenden Analyten bzw. einer entsprechenden Dehydrogenase in Gegenwart eines wasser- 



stoffaufhehmenden Coenzyms, wobei das Coenzym in einer stabilisierten wafirigen Losung wie 
oben beschrieben vorliegt. 

Die Bestimmung erfolgt insbesondere in Proben biologischen Ursprungs wie beispielsweise Voll- 
blut, Serum oder Plasma bzw. anderen menschlichen bzw. tierischen Quellen oder in pflanzli- 
chen Extrakten. Die Probe kann mit physiologischer Kochsalzlosung aufbereitet werden. Als 
Kontrollwert dient in einem solchen Fall vorteilhafterweise eine 0,9% NaCl-Losung. 

Fiir den Fall, dafi die Enzymaktivitat einer Dehydrogenase wie beispielsweise Lactatdehydroge- 
nase bestimmt werden soil, wird eine Substratlosung, beispielsweise eine Lactatlosung, in einer 
bei ca. pH 9,4 (37°C) puffernden Substanz(mischung) verwendet. Das Substrat kann dabei in den 
ublichen, dem Fachmann bekannten Konzentrationen eingesetzt werden, vorzugsweise in einem 
Bereich von 40 bis 80 mM. 

Fur die Bestimmung eines wasserstoffiibertragenden Analyten wie beispielsweise Lactat, wird die 
jeweUige Dehydrogenase, wie beispielsweise LDH in einer zwischen pH 8,5 und 10,0 puffernden 
Substanz vorgelegt. In der Regel ist eine Menge an Dehydrogenase von ungefahr 70 bis 500 U/l, 
bevorzugt von 1 10 bis 220 U/l ausreichend. Die Bestimmung wird ublicherweise bei ca. 37°C 
durchgefuhrt. 

Neben dem beispielhaft angeftihrten Lactat konnen in analoger Weise Glutamat bzw. Am- 
moniak, Alkohol, Glycerinaldehyd-3-phosphat, Glucose oder andere Parameter, welche durch 
eine geeignete Coenzymabhangige Dehydrogenase umgesetzt werden konnen, bestimmt werden. 
Entsprechendes gilt fur die Bestimmung der Enzymaktivitat solcher Dehydrogenases 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein sogenannter Testkit zur Ausfuhrung der Enzym- 
bzw. Analytbestimmung. Der Kit besteht im wesendichen aus zwei Teilreagenzien. Das erste Rea- 
genz beinhaltet - fur den Fall der Bestimmung der Aktivitat einer Dehydrogenase - einen wasser- 
stoffiibertragenden Analyten (Substrat) in einem geeigneten zwischen pH 8,5 und 10,0 puffern- 
den System. Das zweite Reagenz weist ein Coenzym fur wasserstoffubertragende Enzyme, wie 
beispielsweise NAD bzw. NADP, sowie eine organische Verbindung mit einem pKa-Wert zwi- 
schen 1,5 und 6,0 und/oder ein erfindungsgemafies Hydroxylaminderivat auf. Daruber hinaus 
kann das zweite Reagenz weitere Hilfsstoffe, wie z. B. Schwermetallsalze oder einen Komplex- 
bildner enthalten. Entsprechend ist fur den Fall der Analyt- bzw. Substratbestimmung, wie bei- 
spielsweise von Lactat, zu verfahren. 
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Abkiirzungen 


AMP 




2- Amino-2-methyl- 1 -propanol 


AMPSO 


— 


3- [ ( 1 , 1 -Dimethyl-2-hydroylethyl)amino-2-hy^ 


Bicine 


__ 


N,N-Bis[2-Hydroxyethyl] glycin 


CAPS 




3- [Cyclohexylamino ] - 1 -propansulfonsaure 


CAPSO 




3- [Cyclohexylamino ] -2-hydroxy- 1 -propansulfonsaure 


CHES 




2-[N-Cyclohexyiamino] ethansulfonsaure 


MEG 




N-Methylglucamin 


TAPS 




N-Tris[Hydroxymethyl] methyI-3-aminopropansulfonsaure 


Tricine 




N-Tris[Hydroxymethyl] methyiglycerin 


TRIS 




2-Amino-2-(hydroxymethyl)-l,3-propanol 



Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung weiter: 
Beispiel 1 

Reagenz 1: N-Methylglucamin 390 mmol/1 pH 9,4 (37°C); Lithium-L-Lactat 60 mmol/1. 

Reagenz 2: NAD(P) 60 mmol/1 als Lyophilisat, Pulvermischung, Granulat oder wafirige Losung. 

Inkubationstemperatur: 37 ± 0,1°C; Mefiwellenlange 340 ± 2 nm; Schichtdicke 7 mm; 

Vorinkubation: 5 Minuten; Lag phase: 2 Minuten; Mefizeit: 2 Minuten. 

Reagenz 1 = 250 ul; Reagenz 2 = 50 ul; Probe 7 ul NaCl-Losung (0,9% w/v). 

Folgende Bestimmungen wurden durchgefiihrt (IFCC: anerkannte Referenz fur die Bestimmung 
von LDH enthaltend Lactat, NAD/NADH und N-Methylglucamin, pH 9.4; Eur. J. Clin. Chem. 
Biochem. vol. 32, p. 639-655 (1994)), Tabelle 1: 
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Tabelle 1 









Leerwert 


Leerwert 


Signal 


Signal 








(LW) 


(LW) 


Kalibrator 


Kalibrator 




Reagenz 1 


Reagenz 2 


Unbelastet 


5 Tage, 


-LW 


-LW 








[mE/min] 


42°C 

[mE/min] 


Unbelastet 
[mE/min] 


5Tage42°C 
[mE/min] 




IFCC + 


IFCC 


1,3 


6,3 


32,4 


31,0 




100 mmol/1 Borat 










= 95,7% 




IFCC 


IFCC-h 














100 mmol/1 Citrat 


2,1 


6,2 


35,2 


33,4 




pH 3,0 








= 95,4% 




IFCC + 


IFCC-h 












.100 mmol/1 Borat 


100 mmol/1 Citrat 
pH 3,0 


1,0 


3,0 


30,9 


29,4 
= 95,1% 




IFCC 


IFCC-h 














50 mmol/1 


0,9 


3,2 


34,4 


33,8 






Hydroxylamin 








= 98,3% 




IFCC-h 


IFCC -h 












100 mmol/1 Borat 


50 mmol/1 
Hydroxylamin 


0,7 


1,8 


31,1 


30,5 
= 98,0% 




IFCC + 


IFCC + 










(•^ 


100 mmol/1 Borat 


50 mmol/ 












Hydroxylamin + 
100 mmol/1 Citrat 
pH3,0 


0,7 


1,2 


29,8 


30,3 
= 101,7% 




IFCC 


IFCC 












(Stand der Tech- 




1,5 


11,5 


35,7 


33,7 




nik) 










= 94,5% 



Ergebnis: Die erfindungsgemaSe Rezeptur zeigt mit entsprechenden Zusatzen in Teilreagenz 1 
und/oder Teilreagenz 2 insbesondere unter Belastung (5 Tage, 42°C) gegenuber der 
IFCC-Referenzmethode eine deutliche Verbesserung des Leerwertes, bei nahezu un- 
veranderten Kalibrator-Leerwert. 
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Beispiel 2 

Es wurden die Ausgangslosungen wie in Beispiel 1 beschrieben verwendet und entsprechend ver- 
fahren. Reagenz 2 wurde Citrat und/oder verschiedene Hydroxylaminderivate in verschiedenen 
Konzentrationen und Kombinationen zugegeben (Tabelle 3). 

Tabelle 3 



Reagenz 1 


Reagenz 2 


Leerwert 
(LW) 

Unbelastet 
[mE/min] 


Leerwert 
(LW) 
5 Tage, 
42°C 

[mE/min] 


Signal 

Kalibrator 

-LW 

Unbelastet 
[mE/min] 


Signal 

Kalibrator 

-LW 

5 Tage 42°C 
[mE/min] 


IFCC = Referenz 


IFCC = Referenz 


0,1 


10,7 


35,7 


32,9 
= 92,1% 


IFCC 


IFCC + 20 mmol/1 
Citrat 

+ 50 mmol/1 Hy- 
droxylamin Sulfat 


0,8 


2,5 


31,6 


31,2 
= 98,7% 


IFCC 


IFCC + 20 mmol/1 
Citrat 

+ 50 mmol/1 Hy- 
droxylamin Phos- 
phat 


0,6 


1,7 


30,9 


30,2 
= 985,1% 


IFCC 


IFCC + 20 mmol/1 
Citrat 

+ 50 mmol/1 O- 

Benzylhydroxyl- 

amin 


-0,9 


-0,6 


34,8 


33,3 
= 95,7% 


IFCC 


IFCC + 20 mmol/1 
Citrat 

+ 50 mmol/1 O- 
Methylhydr oxyl - 
amin 


-0,7 


0,0 


35,2 


33,6 
= 95,5% 
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IFCC 


IFCC + 20 mmol/1 
Citrat 












+ 50 mmol/1 N- 


4,9 


11,1 


34,6 


34,6 




Methylhydroxyl- 








= 100,0% 




amin 











Ergebnis: Samtliche erfindungsgemafi Reagenz 2 zugesetzten Verbindungen bzw. Salze resul- 
tieren in einer gegenuber dem IFCC-Reagenz verbesserten Wiederfindung nach Be- 
lastung (5 Tage, 42°C). 



Beispiel 3 

Ferner wurde die Wiederfindung der verschiedenen Isoenzyme in der erfindungsgemafien Re- 
zeptur gezeigt. Diese mufi der Wiederfindung der anerkannten IFCC-Empfehlung entsprechen 
(Tabelle 2). 

Die Bestimmungen wurden mit dem in Beispiel 1 beschriebenen IFCC-Reagenz (Stand der Tech- 
nik) im Vergleich zu einem erfindungsgemafien Reagenz durchgefuhrt. 

Tabelle 2 



Reagenz 1 


Reagenz 2 


Aktivitat 
Isoen- 
zym -1 
[U/l] 


Aktivitat 
Isoen- 
zym -2 
[U/l] 


Aktivitat 
Isoen- 
zym -3 
[U/l] 


Aktivitat 
Isoen- 
zym —4 
[U/l] 


Aktivitat 
Isoen- 
zym -5 
[U/l] 


IFCC 


IFCC 


536 


528 


735 


325 


382 


IFCC + 
100 mmol/1 
Borat 


IFCC + 

50 mmoi/ 

Hydroxylamin 

+ 100 mmol/1 

Citrat 

pH 3,0 


536 


523 


736 


301 


368 



Ergebnis: Die Wiederfindung der fiinf LDH-Isoenzyme konnte mit dem erfindungsgemafi* 
Reagenz gezeigt werden. 
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Werden die genannten Modifikationen an der Rezeptur vorgenommen, so kann ein LDH- 
Fliissigreagenz zur Verfugung gesteUt werden, das wahrend Lagerung (>12 Monate) und Trans- 
port (auch bei Temperaturen >8°C) stabU bleibt. Die sich daraus ergebenen Vorteile for den An- 
wender sind offensichdich bzw. der zugrundeliegenden Beschreibung zu entnehmen. 



Patentanspriiche 
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1. Stabilisierte wafirige Losung eines Coenzyms fur wasserstoffiibertragende Enzyme, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Losung NAD, NADP oder ein entsprechendes Derivat in oxidierter 
oder reduzierter Form sowie eine oder mehrere organische Verbindungen bzw. entsprechen- 
de Salze mit einem pKa-Wert zwischen 1,5 und 6,0 und/oder eine Stickstoffverbindung der 
allgemeinen Formel (I) 

R 2 

R^O-N 7 (I) 

wobei die Reste R 1 , R 2 und R 3 , gleich oder verschieden voneinander sind, und WasserstofF, 
eine gesattigte oder ungesattigte Alkyl- oder Arylgruppe bedeuten, aufweist. 

2. Stabilisierte Losung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi als organische Verbin- 
dung eine Saure bzw. ein entsprechendes Salz mit pufFernder Wirkung im pH-Bereich von 
1,0 bis 7,0 enthalten ist. 

3. Stabilisierte Losung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi Citronensaure 
bzw. ein Citratsalz enthalten ist. 

4. Stabilisierte Losung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafi ca. 5 bis 500 mM 
Citronensaure bzw. Citratsalz enthalten sind. 

5. Stabilisierte Losung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafi der 
pH-Wert der Losung zwischen 1,0 und 7,0 betragt. 

6. Stabilisierte Losung nach einem der Anspruche 1 bis 5 enthaltend ein Hydroxyl-, O- oder N- 
Alkylhydroxyl-, O-Benzylhydroxylamin und/oder Borsaurederivat. 

7. Stabilisierte Losung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafi ein Hydroxylaminderi- 
vat in einer Konzentration zwischen 2 und 300 mM enthalten sind. 
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8. Verfahren zur Bestimmung eines wasserstoffubertragenden Analyten oder einer entspre- 
chenden Dehydrogenase in Gegenwart eines wasserstoffaufhehmenden Coenzyms, dadnrch 
gekennzeichnet, dafi das Coenzym in einer stabilisierten wafirigen Losung gemafi der An- 
spriiche 1 bis 7 enthalten ist 

9. Verfahren zur Bestimmung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafi der Analyt Lac- 
tat, Glutamat, Ammoniak, Alkohol, GlycerinaIdehyd-3-phosphat oder Glucose in Gegenwart 
einer Lactate Glutamat-, Alkohol-, Glycerin-3-phosphat- oder Glucose-Dehydrogenase be- 
stimmt wircL 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dafi der pH-Wert 
in einem Bereich von 8,5 bis 10,0 liegt und die Endkonzentration an Citratsalz, Borsaure- 
und/oder Hydroxylaminderivat jeweils zwischen 2 und 50 mM betragt. 

11. Kit zur Bestimmung eines wasserstoffubertragenden Analyten in einer Probe bestehend aus 
folgenden Komponenten: 

- einem ersten Reagenz, welches eine Dehydrogenase in einem geeigneten zwischen pH 8,5 
und 10,0 puffernden System enthalt, 

und 

- einem zweiten Reagenz, welches ein Coenzym fur wasserstoffxibertragende Enzyme und 
eine organische Verbindung mit einem pKa-Wert zwischen 1,5 und 6,0 und/oder eine 
Stickstoffverbindung der allgemeinen Formel (I) 

R 2 

r'-O-N 7 (I) 

\r 3 

wobei die Reste R\ R 2 und R 3 , gleich oder verschieden voneinander sind, und Wasser- 
stoff, eine gesattigte oder ungesattigte Alkyl- oder Arylgruppe bedeuten, enthalt. 



12. 



Kit zur Bestimmung der Enzymaktivitat einer Dehydrogenase in einer Probe bestehend aus 
folgenden Komponenten: 
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— einem ersten Reagenz, welches einen wasserstoffiibertragenden Analyten in einem ge- 
eigneten zwischen pH 8,5 und 10,0 puffernden System enthalt, 

und 

— einem zweiten Reagenz, welches ein Coenzym fur wasserstoffubertragende Enzyme und 
eine organische Verbindung mit einem pKa-Wert zwischen 2,0 und 4,0 und/oder ein Hy- 
droxylaminderivat der allgemeinen Formel (I) gemafi Anspruch 11 enthalt. 

13. Kit nach Anspruch 1 1 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dafi das zweite Reagenz Citronen- 
saure, ein Citratsalz, ein Borsaure- und/oder Hydroxylaminderivat enthalt. 

14. Kit nach Anspruch 1 1 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dafi das erste Reagenz ein Borsau- 
rederviat und das zweite Reagenz Citronensaure, ein Citratsalz und/oder Hydroxylamin- 
derivat enthalt. 

15. Kit nach Anspruch 1 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dafi das zweite Reagenz einen pH- 
Wert zwischen 1,0 und 7,0 aufweist. 

16. Kit nach einem der Anspruche 11 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dafi das zweite Reagenz 
einen pH-Wert von etwa 3,0 aufweist. 

17. Kit nach einem der Anspruche 1 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dafi etwa 5 bis 200 mM 
eines Citratsalzes, etwa 2 bis 300 mM eines Borsaurederivates und/oder 2 bis 300 mM eines 
Hydroxylaminderivates im ersten oder zweiten Reagenz enthalten sind. 



14 

Zusammenfassung 

Stabilisierte wafirige Losung eines Coen2yms fur wasserstoffubertragende Enzyme, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die Losung NAD, NADP oder ein entsprechendes Derivat in oxidierter oder 
reduzierter Form sowie eine oder mehrere organische Verbindungen bzw. entsprechende Salze 
mit einem pKa-Wert zwischen 1,5 und 6,0 und/oder eine Stickstoffverbindung der allgemeinen 
Formel (I) 

R 2 

r'-O-N 7 (I) 

wobei die Reste Rl, R2 und R3, gleich oder verschieden voneinander sind, und Wasserstoff, eine 
gesattigte oder ungesattigte Alkyl- oder Arylgruppen bedeuten, aufweist, sowie Verwendung der 
Losung zur Bestimmung von Dehydrogenase, insbesondere Lactatdehydrogenase bzw. entspre- 
chender Substrate. 



